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La presente Invention est relative a un produit immunomodulateur 
obtenu a partir d'une cu W de Bifidobacterium a son utilisation, notanunent a titre 
de medicament ou d'ingredient alimentaire, ainsi atfaux compositions 
pharmaceuhques ou alimentaires le contenant. 

Le genre Bifidobacterium fait partie de la famine des 
; U regronpe de? baciUes 4 Gram , positif> — sh . cts 

fermen,a„, le glucose par .a voie de ,a fructose 6-phospha,e phosphocemlase. Leur P H 
opnmal de croissance es. compns entre 6 e, 7, e« ,eur temperature optimale d= 
croissance est comprise entre 37 et 46°C. 

Les bifidobacteries font partie de la flore in.es.male humaine 
normaie, e, on leur reconnai, de nombmu* effets benefiques pour la same II eat 
notammen, cnnu que les nourrissons alimen.es au sein, qui posseden, one flore 
m«esu„a.e dans laquelle lea bifidobaoteriea prominent, resiaten, mieux aux ■ 
mfecuons e, prfaenten, notammen, un risque de diarrhee plus f aibl e que les ' 
nonrnssons noums avec des priparations lactees industrielles classiques. 

Le rfile des bifidobacteries dans eette resistance accrue aux t 
.nfeenons „* pas « complement elucide. Differen.es enrdes indiquen, qu'elles * 
posseden, un pouvoir immunomodulateur qui impliquerait des substances.^ 
polysaccharides associees » ,a paroi baoterienne, ou secrete par .es baeteries au 
cours de la fermentation anaerobic. Gomes « a,., (FEMS Microbiol. Lett 1988 56 
47-52) decriven, reffet immunomodulateur de fractions exocel.ulaires ' riches' en' 
po^acchandes produi.es par B^baCerium adolesceM , s ; „ ^ ^ 

652 590 decn. un exopolymere immunopotentiateur de nature polysaccharide 
produ,, par une souche du continuum Bifi.obacteriun, infant* ^ : „ onoso aA 
(B.osc 1 .B,otech.Biochem., 1 997,6 1; 312-3 1 6et Bioscience Microflora 1998 17 97 
104) decriven, des polysaccharides immunopotenliateurs produits par differentes 
cspeccs de L . action immunomoduJatrice ^ 

mantfeste egalemen, par ,a regulation de ,a microflore intcsHnale, en particulier au 
deurment du developpemen. d'esptees ba c ,«ennes pathogene. Romond et „, 
(^aerobe, ,997, 3, ,37-143 et J. Dairy Sei., ,998, 81, ,229-,235) deoriven, ainsi des 
fractions nohes en glycoproteines, produi.es par Bifidobacterium 'breve en conditions 
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de fermentation anaerobie, et induisent in vivo un efFet regulateur de la microflore 
intestinale. 

On trouve ainsi sur le marche de nombreux produits fermentes par 
des bifidobaeteries, eventuellement associ6es a d'autres bacteries lactiques, et dont 
5 Tingestion permet de beneficier des effets immunomodulateurs des bifidobaeteries et 
de leurs produits de fermentation. 

Cependant, et dans le cas partictilier de l'alimentation infantile, 
ceux-ci presented l'inconvenient d'etre trop acides et de presenter, notamment dans le 
cas des produits en poudre, un aspect non-homogene apres reconstitution, du fait de la 
1 0 coagulation des proteines du lait par l'acidite generee lors de la fermentation. lis sont 
done parfois mal acceptes par Tenfant et par la mere. 

Afin de remedier a ces inconvenients, il a dejh ete propose dans la 
demande international WO 01/01785, un procede de preparation d'un produit lacte 
immunostimulant par bioconversion, sans fermentation et done sans acidification du 
15 produit final, d'un substrat laitier a Taide de bifidobact6ries, et en particulier de la 
souche Bifidobacterium breve, depos£e selon le Traite de Budapest, le 31 mai 1999, 
sous le num6ro 1-2219 aupres de la CNCM (Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes) tenue par Hnstitut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, a Paris. 

Cependant, le proc6de .de preparation decrit dans cette demande 
20 internationale ne permet pas de preparer des produits alimentaires autres que des 
produits lact6s et necessite des conditions de mise en oeuvre contraignantes d'un point 
de vue industriel, notamment le maintien de conditions de culture a^robies, le 
maintien du milieu de culture a une pression osmotique correspondant a 0,93 a 0,97 
d'activite de l'eau (AW), et/ou le maintien du milieu de culture a une temperature 
25 comprise entre 40 et 48°C. 

Par ailleurs, les bacteries du genre Bacteroides fragilis represented 
environ de 30 a 50 % de la flore presente dans les matieres f6cales chez Thomme. Leur 
localisation est majoritairement au niveau du colon (10 n bacteries par gramme de 
selles). Cependant, en cas de proliferation anormale, les bacteries du genre 
30 Bacteroides fragilis sont responsables de 80 % des infections bacteriennes anaerobies 
et sont de plus en plus frequentes du fait de leur resistance croissante aux traitements 
antibiotiques. Leur proliferation anormale dans 1'organisme peut entrainer : 
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- la formation d'abces (abdominal, du cerveau, du foie, pelvien, 
poumon, rate), 
des septicemics, 

- des diarrhees, principalement chez les j eunes enfants, 

- des endocardites, 

- des peritonites, 

- des pneumonies, notamment necrosantes. 

Un taux de mortalit6 de 60 % en cas d'absence de traitement des 
infections a Bacteroides fragilis a ete reporte. 

II peut done etre interessant de pouvoir disposer d'un produit 
permettant de controler la proliferation de Bacteroides fragilis. 

C'est done afin de remedier a I'ensemble des inconvenients que 
presentent les produits decrits dans l'art anterieur et de pourvoir a un produit • 
immunomodulateur pouvant etre incorpore dans tout type de produit alimentaire ou • 
15 etre utilise pour la preparation de compositions pharmaceutiques 
immunomodulatrices, que les Inventeurs ont mis au point ce qui fait l'objet de 
l'lnvention. 

Les Inventeurs se sont egalement donne pour but de pourvoir a une 
composition alimentaire ou pharmaceutique ayant un effet regulateur de la microflore 
intestinale, en particulier au d6triment du developpement d'especes bacteriennes 
pathogenes, notamment Bacteroides fragilis. 

La pr6sente Invention a done pour premier objet un produit 
immunomodulateur caracterise par le fait qu'il est obtenu selon un precede de 
preparation comprenant les etapes suivantes : 

- l'ensemencement et l'incubation, en conditions aerobies ou 
anaerobies, pref6rentiellement anaerobies, et a une temperature comprise entre 30 et 
40°C environ, de Bifidobacterium comprenant au moins la souche Bifidobacterium 
breve 1-2219 dans un substrat aqueux presentant un pH compris entre 6 et 8 environ, 
et comprenant au moins les ingredients suivants : 
30 0 du permeat de lactoserum, 

ii) un hydroJysat de proteines de lactoserum, ' 

iii) du lactose, 



20 



25 



4 

- Telimination des Bifidobacterium du substrat aqueux ; 

- I'ultrafiltration du substrat aqueux sur des membranes de filtration 
ayant un seuil de coupure compris entre 100 et 300 kDa pour obtenir un retentat 
concentre ; 

5 - la deshydratation du retentat concentre, de preference par 

lyophilisation ; 

- la mise en solution du retentat deshydrate dans un tampon ; 

- la chromatographic d'exclusion sur gel sur colonne presentant un 
seuil d'exclusion de 600 kDa de la solution du retentat ; 

10 - la recuperation de la fraction exclue a Tissue de la 

chromatographic qui constitue le produit immunomodulateur. 

La fraction exclue obtenue en mettant en ceuvre le precede conforme 
a Tlnvention presente des proprietes immunomodulatrices ; elle permet en particulier 
de stimuler la proliferation des Bifidobacterium et de diminuer la population en 

1 5 Bacteroides Jragilis au sein de la flore intestinale. 

Selon TInvention, le perm^at de lactoserum entrant dans la 
composition du substrat aqueux peut se presenter sous la forme d'une poudre, obtenue 
par ultrafiltration de lactoserum, apres sechage (par spray ou par toute autre technique 
de sechage), de la fraction liquide, d6min6ralis6e ou non, qui franchit la membrane 

20 lors de Tultrafiltration du lactoserum. 

Les hydrolysats de proteines de lactoserum utilisables dans le cadre 
de la pr6sente Invention, peuvent etre obtenus par les methodes habituellement 
utilisees pour la preparation des hydrolysats de proteines, notamment par hydrolyse 
enzymatique des proteines de lactoserum h Taide de proteases telles que la trypsine, la 

25 chymotrypsine, etc... De nombreux concentres ou isolats de proteines seriques de 
meme que des hydrolysats de proteines de lactoserum, convenant pour la mise en 
oeuvre de Tlnvention sont connus en eux-memes et disponibles dans le commerce. 

Avant son utilisation, le substrat aqueux est de preference filtre sur 
membranes, telles que par exemple sur des membranes en polyethersulfone, ayant un 

30 seuil de coupure compris entre 100 et 300 kDa, puis le permeat autoclave a une 
temperature d'environ 120°C pendant environ 30 minutes de fa9on a eviter toute 
contamination bact6rienne indesirable du milieu culture. 
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Avant emploi, le pH du substrat aqueux peut etre ajuste a la valeur 
desir6e a 1'aide de tout agent alcalinisant classiquement utilise par rhomme du metier 
tel que par exemple la soude ou la potasse. 

Les Bifidobacterium sont de preference ensemences dans le substrat 
aqueux a raison de 1.10 4 a 4.10 9 unite* formant colonies (UFC) par ml de substrat. Cet 
ensemencement peut s'effectuer par exemple par addition au substrat aqueux, dans des 
proportions adaptdes, d'un concentre congele de Bifidobacterium, ou d'une pre culture 
sur milieu permettant la croissance de bifidobacteries. 

Selon une forme de realisation preferee de I'Invention, le pH du 
substrat aqueux est maintenu a une valeur comprise entre 6 et 8 environ pendant toute 
la periode d'incubation, et encore plus preferentiellement entre 6,5 et 7,5. Le maintien 
du pH est de preference realise par une neutralisation en continu du substrat aqueux a 
l'aide d'un agent alcalinisant te] que decrit precedemment ou par une solution, 
d'ammoniaque diluee (de preference au demi). 

Selon une forme de realisation preferee de I'Invention, la; 
temperature du substrat est maintenue a une valeur comprise entre 37 et 40°C environ- f 
pendant toute la duree de Tincubation, celle-ci etant generalement comprise entre 10 . 
et 20 heures. 

Selon une forme de realisation preferee du procede conforme a 
I'Invention, les ingredients du substrat aqueux sont presents dans les quantity 
suivantes : 

i) P erm6at de lactoserum : de 3 a 80 g environ et encore plus 
preferentiellement de 40 a 60 g environ, 

ii) hydrolysat de proteines de lactoserum : de 2 a 80 g environ et 
25 encore plus preferentiellement de 5 a 1 5 g environ, 

iii) lactose : de 5 a 50 g environ et encore plus preferentiellement 
de 1 0 k 30 g environ, 

ces quantites etant donnees par litre dudit substrat aqueux. 
Selon une forme de realisation particuliere de I'Invention, le substrat 
aqueux peut comprendre en outre au moins un ingredient additional choisi parmi les 
extraits de levure, les sels tampon et le chlorhydrate de cysteine. ' 
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Lorsque le substrat aqueux comprend un sel tampon, celui-ci est 
pr6f£rentiellement choisi parmi le dihydrogenophosphate de sodium et le 
dihydrogenophosphate de potassium et represente alors de prdf6rence de 0,5 a 5 g 
environ et encore plus preferentiellement de 1,5 a 3 g environ par litre de substrat 
5 aqueux. 

Lorsque le substrat aqueux comprend un extrait de levure, celui-ci 
represente alors de preference de 0,5 a 5 g environ, et encore plus preferentiellement 
de 1,5 a 3 g environ par litre de substrat aqueux. 

Lorsque le substrat aqueux comprend du chlorhydrate de cysteine, 
10 celui-ci represente alors de preference de 100 a 500 mg environ et encore plus 
pr6ferentiellement de 200 a 400 mg environ par litre de substrat aqueux. 

A la fin de la periode d'incubation, l'elimination des 
Bifidobacterium du milieu de culture peut etre realis6e par exemple par microfiltration 
ou par centrifugation du substrat aqueux. Selon une forme de realisation pr6feree de 
15 Tlnvention, l'elimination des Bifidobacterium du milieu de culture est realis6e par 
centrifugation du substrat aqueux, par exemple a une vitesse de 3000 g pendant une 
duree d ! environ 1 heure. 

Selon une forme de realisation pr£feree de Tlnvention, le precede 
comporte en outre, apres 1'etape d'elimination des Bifidobacterium, une etape 
20 supplementaire de destruction des activites enzymatiques r6siduelles contenues dans 
le substrat aqueux apres incubation, par exemple par un traitement thermique de celui- 
ci a une temperature d'environ 75°C pendant environ 3 minutes. 

L'6tape d'ultrafiltration du substrat aqueux est de preference r6alisee 
sur des membranes en poly&hersulfone, a une temperature inf&rieure a 60°C environ. 
25 A la fin de 1'etape d'ultrafiltration, le retentat concentre ainsi obtenu 

est de preference lave plusieurs fois, par exemple a l'eau permutee avant d'etre 
finalement reconcentre avant d'etre d6shydrate par exemple par lyophilisation. 

Le tampon utilise pour la mise en solution du retentat d6shydrate est 
de preference choisi parmi les tampons pr6sentant un pH compris entre 6 et 8 tels que 
30 par exemple le tampon Tris ajuste au pH voulu par ajout d'acide chlorhydrique. 

La nature des gels utilisables pour rSaliser la chromatographie 
d r exclusion n'est pas critique a partir du moment que ceux-ci presentent un seuil 



delusion da 600 IcDa. A lilre da gal o„ pen, no,™, utiliser ,as gels exposes 
da dexlrane at d'agarose relieule lels „ue la produi, ve „d u sous Ia dfeominalion 
aommarciala Superdex® 200 par la soaiala Amersham Biosciences. 
_ Lorsqua la chromatographic est tenninee, Ia fixation exelue 

. recuperee paut ensuite te e diahysee centre da .can dislillee puis evenluellcnent dilua. 
da fecon 4 reV enjr a la concentration initiala de la fraction exelue. 

Eniin, la fraction exelue constituant Ie produil tamunomodulateur 
pen. 6lre uli.isee directement on eonga.ee o„ lyopMisee pour conservauon e. 
utilisation ulterieure. 

Cette fraction exelue est essentiellement constituee d'un complexe 
de polysaccharides et de proteines dans lequel la fraction glucidique represente de 5 a 
30 /„ en pouis environ, la fraction proteique represents environ de 70 a 95 % en 
poids par rapport au poids total dudit complexe. 

Selon Invention, la fraction glucidique de la fraction exelue .. 
presente la composition en monosaccharides suivante (expnmee en rapports molaires , 
par rapport au rhamnose) : galactose : 5,5 a 8 ; man^ose : 0,8 a 1,3 ; glucose : 2,5 a 5 • \ 
N-ac6tyl galactosamine : 0,3 a 1 ; N-acetyl glucosamine : 0,07 a 03 • acide : 
neuraminique 0 a 0,15 et rhamnose : 1. ' ' 

Selon llnvention, la fraction proteique de la fraction exelue pent 
compare au moins un peptide, obtenu par hydrolyse unique, repondant a au 
moms lune des sequences suivantes : 

- RELGIGTPSFLHNGGQWYIYA (SEQ ID n°l) 

- RVLYNPGQYXYVR (SEQ ID n°2) 

- EQATANGQVSSGQQSTGGSAAP (SEQ ID n°3) 
^Invention a egalement pour objet Ie produit immunomodulateur 

o tenu se ^n le precede deer* precedemment a titre de medicament, et en particulier a 
titre de medicament immunomodulateur. 

ca™*- • - , "r ^ "** * ,,InVenti0n * ™ e Pharmaceutic 
caraclensee par ,e fad ^eUe renfe-me, a litre de principe aelif, au moins un produil 

unmunomodu 1 a,eur oblenu se,on ,e proced* deeni prec^demment, e. au moins un 
support pharmaceutiquement acceptable. I 
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Par pharmaceutiquement acceptable on entend tout support qui tout 
en conservant au produit immunomodulateur obtenu selon le procede conforme a 
1'Invention ses proprietes, particulierement ses propri&es immunomodulatrices, 
permet de vShiculer ledit produit. 
5 La composition pharmaceutique selon rinvention peut se presenter 

sous toute forme galenique souhaitee pour une administration par voie orale a 
lTiomme ou a 1'animal, comme par exemple sous forme liquide pour un sirop ou une 
solution, un spray, ou sous forme solide comme par exemple une poudre, un 
comprime, une gelule, une capsule, un spray poudre, dans leurs formes diverses, 
10 liberation immediate ou programmes, une gomme, une pate, des granules, ou sous 
toute autre forme adaptee h Tadministration par voie orale. 

Le produit immunomodulateur obtenu selon le procede conforme a 
rinvention peut egalement etre incorpore, a titre d r ingredient, dans des compositions 
alimentaires. 

15 Par consequent, rinvention a egalement pour objet une composition 

alimentaire caracterisee par le fait qu'elle renferme, a titre d'ingredient, au moins un 
produit immunomodulateur obtenu selon le procede conforme a rinvention. 

De telles compositions alimentaires peuvent etre destinees a 
ralimentation humaine ou animale et peuvent notamment se presenter sous forme 

20 d'une preparation lactee ou non, fermentee ou non, d'origine animale ou vegetale, y 
compris notamment les formules infantiles ou pour adultes et seniors, et en particulier 
sous forme d'une preparation lactee infantile, de lait liquide ou en poudre, de produits 
frais, de cereales, de biscuits (fourrage), de petits pots, de desserts, etc, ou bien encore 
sous forme de produits alimentaires ou dietetiques pour adultes, dont les produits 

25 hospitaliers, ou de complements nutritionnels. 

La presente Invention sera mieux comprise a l'aide du complement 
de description qui va suivre, qui se refere a des exemples de preparation du produit 
immunomodulateur conforme a 1'Invention, ainsi qu'aux figures annex6es dans 
lesquelles : 

30 - la figure 1 represente le chromatogramme obtenu apres injection 

sur une colonne garnie d'un gel de Superdex® 200 d f un milieu 
de culture fermente pendant 15 heures par la souche 



Bifidobacterium breve CNCM 1-2219 (absorbance en millivolts 
en fonction du temps ecoule en minutes) ; 
la figure 2 compare les cbxomatogrammes obtenus apres 
injection sur une colonne garnie d'un gel de Superdex® 200 d«un 
milieu de culture fermente par la souche Bifidobacterium breve 
CNCM 1-2219 ou par la souche B. breve CFPL (Collection de la 
Faculte de Pharmacie de Lille) C7 (absorbance en millivolts en 
fonction du temps ecoulS en minutes) ; 

- la figure 3 represente un agrandissement de la figure 2 

OBTENU PAR CTTLTURF. T>F. ^r^C^lOT^Qj: 

On prepare un milieu de culture contenant les ingredients suivants : 

- 50 g/1 de permeat de lactoserum, 

- ^^d'hydrolysatdeproteinesdelactoserum, 
15 -20 g/1 de lactose, 

- 2 g/1 d'extrait de levure, 

- 2.5 g/1 de dihydrogenophosphate de potassium, 

- 0,3 g/1 de chlorhydrate de cysteine. 

20 „ , ^ ^ dC CUltUre est ulM ^ sur cassettes Centramate®: 

20 ven ues par la societe PALL, munies de membranes en polyetbersulfone ayant un 
eml de coupure de 300 *Da et le permit est autoclave pendant 30 minutes 

L- PH du milieu de culture est alors ajuste a une valeur de 6,5 a Paide d'une solution 

d ammonmque diluee au quart. 

'5 raison d „ >, ^ CU " Ure ^ mSUite enSemenC4 3VeC te "ifldobactfae, a 

CNCM -22 19 con,enan. 5,0" UFC de bindobaceries par ml de concentre con g e,e 
La popuMoo inftMe en bacterid es, de 3,0' UFC de bifldobaCenes par mI de 

tt bifidobac,&ies som - 4 - 

con.pr.ae en«re 7 e. 40»C. Fended, ,a cutee, le pH du nnHeu de cn lt „re ea, regn,e a 
6,5 au moyen ^ ^ d . amnionjaque djIu6e m ^ ^ J 

UFC T: 6 * '? 0P, " at, ' 0n ^ - «- ou,,re U Iron de 

UFC par ml de milieu de culture. 
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En fin de culture, les bactSries sont eliminfes du milieu de culture 
fermente par une centrifugation de 1 heure a 3000 g. Les activit6s enzymatiques 
residuelles contenues dans le surnageant de centrifugation sont detruites par un 
traitement thermique de 3 minutes a 75°C. 

Le surnageant est ultrafiltre sur cassettes Centramate® vendues par 
la society PALL, munies de membranes en polyethersulfone ayant un seuil de coupure 
de 300 kDa a une temperature de 40°C environ. H est ainsi concentr<§ 3 fois, puis lav6 
3 fois a l'eau permutee. Pendant le dernier lavage, on opere une concentration de 7 
fois de la partie retenue par la membrane. On obtient ainsi un concentre appele 
r6tentat. Le r6tentat est d6shydrat6 par lyophilisation, puis repris dans un tampon Tris- 
NaClapH 8. 

1) Etude de la composition du retentat obtenu 

La composition du r&entat est 6tudiee par chromatographie 

d' exclusion. 

Pour ce faire, 25 ^1 de r&entat sont inject6s a un debit de 0,6 ml par 
minute sur colonne de gel Superdex® 200 vendu par la societe Amersham 
Biosciences et presentant un seuil d'exclusion de 600 kDa, couplee a un detecteur UV 
a barrette de diodes (200-300 nm). L'int6gration du signal est realisSe a l'aide du 
logiciel KromaSystem® 2000 vendu par la soci6te Kontron Instruments. Deux 
fractions sont ainsi s6par6es : une fraction exclue du gel est eluee apres 12,5 minutes h 
partir de 1'injection et une fraction filtree est 61uee de 16 a 32 minutes a partir de 
Tinjection. 

Les resultats obtenus sur le retentat apres 15 heures de fermentation 
sont reports sur la figure 1 annexee qui represente Fabsorbance (en millivolts) en 
fonction du temps 6coul6 (en minutes) depuis Tinjection du retentat sur la colonne. 
Ces resultats repr6sentent un chromatogramme typique montrant la fraction exclue et 
la fraction filtree du retentat ainsi analyse. 

Les figures 2 et 3 represented les chromatogrammes obtenus apres 
analyse d'un retentat issu d'une culture r6alisee comme decrite precedemment et d'un 
r6tentat issu d'une culture realis6e dans les memes conditions mais avec une souche 
differente debifidobacteries (B. breve CFPL C7). 
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,en,o* • r ^ ^ 2 KPr&en,e I,abS0Aan - (- -i'Mvolte) en foncuon du 
temps ecoule (« minutes) depuis _ ^ 

r~ r d i cultures ^ - - — * £ 

LNLM 1-2219 et avec la souche B. breve CFPL P7 rv* - u 
s • C7, Ces re sultats montrent que 

- re,e„«a t de ,a cuHpre rea„see avec ,a souche de * We CNCM 7 
22. 9 * reten.a, d e ,a cu lt ure r^see avec ,a souche de * J, 

OTL C7 ne preset anclm pic , fc ^ 

«*ee du re,e„,a, Bn revanche, ,a fig ure 3 qui repr^c m agra „ di „ ^ 
figure 2, moutren, ^ es, necessaire d-agraud* considerables, Peuheue 
» d ab^ de ,a figure 2 pour faire appara«re la fiucuon exCue e, ,. tm J^ ) 

dep r oduc n o„dep rin cipesac n6 < 1 ue r ep r& e„,e 1 asouc h e A WCN ( L.-~ 
2) Preparation de la fr,-«„., dm r£ ,.^ 

Nad p H 8 es, ^ ""^ Prta)abtoa " «** *- - .-pen Tris- 

NaC. P H 8, eat sounus a u„e chromatographic preparative. La separation eat reaUsee 

Z tT"*" " COl0me * S "~ 200 P- >a S 

deb,, de 5 m. pai mmute et pr&Mtant _ ^ d , »- 

Deux fractions sont ainsi separees : 

kD* rt , / ^ fraCti ° n 6XClUe ^ ^ dC P ° idS ^^ulaire superieur a 600 
kDa(te mps deretentiondel30aI80minutes + /-ioo /o)j °° 

kDa fl- * ' ^ fraCti ° n mtt6e ^ P ° idS ™ 16c «™ compris entre 200 et 600 
kDa (temps de retention de 187 a 370 minutes +/- 10 %). 

. La fraction ^ ou partie active est dialysee contre de 1'eau 
distillee puis diluee de facon a rev^n.v a i 

oeut en™., concentration du retentat. Cette fraction 

peu ensmt etre conserve sous forme congelee ou lyophilisee. La fraction filtree pe* 
egalement etre conservee de la meme maniere. * 
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EXEMPLE 2: ANALYSE DE LA CO M POSITION ftLUCIMOUTr. RT 
PROTEIQUE DE LA PARTIE ACTIVE ^FR A C TION EXCLUEj PREPARER 
A PARTIR D 'UNE CULTURE DE BIFIDOBACTERIUM 

1) Analyse de la composition glucidique de la partie active 

La poudre lyophilisee de fraction exclue telle que preparee ci-dessus 
a l'exemple 1 (10 mg) est reprise par de Hydrazine anhydre pure (200-300 
microiitres). Le melange est incube une nuit a 1 1 0°C, seche sous flux d'azote et repris 
dans 1 ml d'eau. La solution est ensuite fractionnee par permeation de gel sur colonne 
Fractogel TSK, vendue sous la reference HW40 par la societe Mercket 1'elution est 
realisee en eau. La presence de sucres dans les differentes fractions recueillies est 
recherchee par la methode a l'orcinol et par chromatographic sur couche mince. Les 
resultats obtenus (non representes) montrent que la majorite des sucres est dans la 
fraction non retenue sur le gel (>10 kDa) et migre peu apres chromatographie sur 
couche mince. La partie glucidique de la fraction exclue constitue done un 
polysaccharide de masse molaire superieure a 10 kDa. La partie glucidique de la 
fraction exclue represente environ 1 5 a 20 % en masse de celle-ci. 

La composition molaire de la fraction glucidique de la partie active 
est determinee par chromatographie en phase gazeuse apres methanolyse a l'aide d'un 
melange de 0,5 M d'acide hydrochlorique et de methanol pendant 24 heures a 80°C. 

Deux 6chantillons de la fraction exclue (Echantillons 1 et 2 CNCM 
1-2219 : respectivement El et E2), provenant de deux essais differents realis6s selon 
Texemple 1 , sont analyses. 

A titre de comparison, les memes analyses ont et6 realisees sur un 
echantillon ou la souche Bifidobacterium breve CNCM 1-2219 a ete remplacee par la 
souche Bifidobacterium breve CFPL C7 (Echantillon C7) cultivee dans les mgmes 
conditions, ainsi que sur un echantillon ou la souche Bifidobacterium breve CNCM I- 
2219 a ete cultivee sur un milieu lactose non conforme a 1'Invention (Echantillon 
milieu lactose : ML) de composition suivante : 

- 60 g/1 de lactose, 

- 2 g/1 d'extrait de levure, 

- 0,3 g/I de chlorhydrate de cysteine. 
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Les stapes suivantes detraction et de purification etant 
companies en tout point a celles decrites prec6demment. 

Les rapports molaires en monosaccharides donnes (exprimes par 
rapport au rhamnose) obtenus pour la fraction exclue de ces differents echantiHons 
sont regroupes dans le Tableau I suivant : 

TABLEAU T 




On pent noter 1'absence de rhamnose dans 1 'echantillon C7 ou la 
souche Bifidobacterium breve CNCM T-991Q a i . 

D . r , , ^ M 1 2219 a €x€ remplacee par la souche 

B lfid obactenum breve CFPL C7. On pent egalement constat, que la repartition des 
sucres entre les echanti„ons El et E2 est differente de celle de ,'echantillon ML 
correspondant a la souche Bifidobacterium breve CNCM 1-22 19 cultiv6e sur un milieu 
lactose non conforme a Invention. En particulier, les echantillons El et E2 
renferment plus de galactose et de N-acety, galactosamine que Techantillon ML et 
moms de mannose que l'echantillon ML. 

2) Ana ^e de la composition B roteiflue de l a n^,v 

La fraction proteique de la partie active represente environ 80 a 
$2> % en masse de celle-ci. 

Le sequen 5 age de la partie proteique de la partie aetive est realise 
apres „ etape de p rot eol yS e a ,-aide d'une mMm de 4 , % dans un 

tampon Tris 0,1 M apH 8.5, «e deed, dans l>artie>e Rosenfeld e, Analytica , 
Biochemistry, 1992, 203, 173-179. , 
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Les peptides sont purifies par HPLC en phase inverse sur une 
colonne Ultrasphere® ODS (octadecylsilane) d'un diametre de 2 nun et d'une 
longueur de 200 mm vendue par la societe Beckmann. L'elution est effectuee par un 
gradient lineaire d'acetonitrile dans une solution d'acide trifluoroacetique a 0,1 %. 

Les peptides isoles sont sequences (selon la methode decrite dans 
1'article de Rosenfeld J. et al, precite) sur un appareil de reference Procise 492 vendu 
par la societe Perkin-Elmer. 

Les sequences sont ensuite comparees a celles contenues dans les 
bases de donnees suivantes : GenBank CDS translation, PDB (Protein Data Bank), 
SwissProt, PIR (Protein Information Resource), PRF (Protein Research Foundation), 
en utilisant le programme BLAST 2.2 (Basic Local Alignment Search Tool) de NCBI 
(National Center for Biotechnology Information). 

Cette analyse a permis de montrer que la fraction proteique de la 
partie active est constitute majoritairement de peptides du milieu laitier (lactoferrine, 
Beta-lactoglobuline, Serum albumine. . .), d'une partie qui presente une bonne 
homologie (60% minimum) avec une sequence de proteine de Bifidobacterium 
longum (RELGIGTPSFLHNGGQWYIYA (SEQ ID n°l), et d'une partie dont il n'a 
pas ete possible de determiner d'homologie significative avec des sequences 
connues et possedant les sequences suivantes : 

- RVLYNPGQYXYVR (SEQ ID n°2) 

- EQATANGQVSSGQQSTGGSAAP (SEQ ID n°3) 

EXEMPLE 3 : ETUD E l>E L'ACTIVTTE IMMUNOMODULATRTCE DE LA 
FRACTION EXCLTJF, DU RETENTAT 

1 > Effet de la fraction excl ue sur la flore intestinale des souris 
L'effet de la fraction exclue (partie active), obtenue selon le procedS 

decrit ci-dessus a I'exemple I, sur revolution de la flore intestinale des souris a ete 

etudie. 

Le test a ete realist sur des souris males C3H qui sont des souris de 
deuxieme generation d'une lignee d'animaux axtniques, auxquelles est implantee une 
flore intestinale humaine adulte (provenant du CDTA, Centre de Distribution, Typage 
& Archivage animal, CNRS, Orl6ans, France). 
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Lea souris son. maintenues dans des isolateurs pour eviler toute 
modification da leur nouvefie Acre i„,as,i„ale. A leur reception, lea souris son. agees 
de 8-10 semaines. Un ,e m ps d-adaptauon d'au moins 2 semaines es. husse aux souris 
apres nSception poor supprimer tout sfress du au transport et poor qo'elles 
s acclimatent a leur nouvel environnement. 

Pendant toute cette duree d'adaptation et jusqu'au debut de 
1 experience, ces souris disposent d'eau sterile comme boisson. 

Pendant toute la duree de ^experience, la nourriture utilisee comme 
base aWntaire est un regime standard de granules R03 vendus par la societe UAR 
stenhses par irradiation, contenant 25 % de proteines, 49,8 % de glucides, 5 % de 
lipides et 4 % de cellulose. 

Pendant les21 jours d'essai, 1'eau dea biberons est remplacee par les 
drfferents p rodmt s a tester c'est-a-dire la fraction fflMe, e, la faction exclue, a raison 
de 6 ml par jour « par souris. Un changemen, quotidien dea biberons est realise afin 
d ev-ter tonte modification de .a composition des produita a tester par probation 

X™™^* ^ S ° nt ***** P ° W 1,ImaIySe aVMrt !e «"*— « (TO), puis au 
, au 15 - et au 21*™' jour durant 1 'administration du produit (T7, T15 et T21) 

Cheque produit est teste sur un lot d-au moins 6 souris et on suit 
. evolution des batteries B.fiMacenu.n e. Bac.erotaes Jr agtli s dana la fibre 
intestinale des souris. 

Les prelevements de aelles sent faits dana des tubes a hemolyse 
stenles e, son. peses aseptiquemen, puis d ita6 s en solution prereduite de Ri„ ger dilufc 
au quart e. aupplemen.ee en chlorhydrate de cysteine (0,3 g/1), de ftp. a obtenir des 
dtlutions au dixieme afiant de 10" a lo*. Le contenu ea, enfin depose a raison de 100 
Ml par boite, aur differents mi lieux de culture contenus dana des bottes de Petri • 

- Milieu de Beerens (Be) (compose de 35 g/1 de base gflose 
Columbta, 5 g/1 de ghrcose, 0,3 g/1 de chlorhydrate de cysteine, 0,5 % decide 
prop-mnque e. ejus* a pH 5) pour la recherche et ,e decrement de 
Bifidobacterium, aprts «talement de dilutions allant de 10 1 a 1 0- ; 

- Milieu BacteroTdes Bile Esculine (BBE) (compose de 37 g/I de 
uyptone, 32 „ de*7e Wm^ ff^co), 0 , 5 „ d>esculine> < 0>5 „ de 
fer ammon,acal, 0,2 % d-une solution a 5 mg/m., 0,25 % d-une solution de 
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gentamicine a 40 mg/ml et 10 g/1 d'agar ; ajuste a pH 7 et autoclave 15 minutes a 
120 °C) pour la recherche et le denombrement de Bacteroides fragilis, apres etalement 
de dilutions allant de 10"' a 10"\ 

L'etalement est realist a 1'aide de billes de verre steriles sur les 
milieux indiques et la lecture des milieux est realisee apres 5-7 jours d'incubation en 
anaerobiose a 37°C. 

L'identification des bacteries est realisee d'une part apres 
description des colonies obtenues sur chacun des milieux et d'autre part a l'aide d'une 
coloration de Gram. 

Les resultats concernant revolution de Bifidobacterium et de 
Bacteroides fragilis dans les selles des souris sont reportes respectivement dans les 
Tableaux II et III suivants : 

TABLEAU II 



Bifidobacterium 




TO 


T7 


T15 


T21 


Fraction filtree 


3,66±0,56 
(7) 


4,42± 0,55 
(8) 


4,73± 1,23 
(8)** 


nd 


n= 12 


n = 12 


n= 12 




Fraction exclue 


4,02±0,74 
(8) 


4,54±1,0 
GO 


4,56±0,36 
(12)* 


4,76± 0,27 
(6)* 


n= 18 


n= 18 


n= 12 


n = 6 
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TABLEAU ITT 



Bacteroides fragilis 




TO 


T7 


T15 


T21 


Fraction filtree 


4,58±0,95 
(8) 


4,42±0,51 
(9) 


4,26±0,81 
(9) 


Nd 


n=12 


n=12 


n=12 




Fraction exclue 


4,28±0,35 
(18) 


3,99±0,37 
(8) 


3,74±0,28 
(9) 


3,2±0,16 
(4)** 


n= 18 


n= 18 


n= 12 


n = 6 



nd : non determine * : p<0,025 ; ** : p<0,05 
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Dans ces tableaux, les resultats obtenus sont exprimes en moyenne 
et ecart-type du log du nombre dWC/g de selles, et n est le nombre de souris 
unices pour chaqne produit et jours teste (comparaison de rang par test de 
W.lcoxon pour echantilmns apparife), les asterisques mdiquen, les resultats 
5 stgrnficaSfs par rapport au terops TO. Dans ces tableaux, le chiflre menbW entre 
parenthise eorrespond an nombre de souris dans lesquel.es est presente la bactdne en 
quest™ au dessus du seuil de detection. Les rtsutas corresponds** an milieu no„ 
ensemence son. similaires a !a valeur obtenue a TO « restent constants au cours du 
temps pendant les 2! jours de Texperience (nSsuKats non reprfcentes dans .es 
10 tableaux). 

Ces resultats montrent que 1 'administration de Pune quelconque des 
deux fractions (exclue ou filtree) conduit effectivement a une auction des 
B l fidobacterium mais q Ue seule la fraction exclue est efficace pour provoquer une 
dzmmution de la population en BacteroMes Jragilis au sein de la flore intestinale des 
15 souris. 

. . . 2) Effet de la fraction exclue gur U r egulate ,o . rrifinil 

intestinal e des micro-organismes ' " 

La mesure de la translocation intestinale des micro-organismes chez 
a souns est effectuee sur les souris males de lignee C3H a flore humaine adulte 
20 (elevage au CDTA-CNRS, Orleans, France). Pendant toute la duree d'adaptation et 
jusqu'au debut de Pexperience, ces souris disposent d'eau sterile comme boisson. 

Pendant toute la duree de l'exp6rience, ces souris seront nourries 
avec des granules R03 sterilises par irradiation. 

A 1>age dC 10 " 12 Semaines > debu * &* rexperience, on constitue trois 
groupes, un groupe de 18 souris qui recevra pendant toute la duree de 1'experience la 
fraction exclue des metabolites de Bifidobacterium breve CNCM 1-2219 a la place de 
I'eau des biberons, a raison de 8-10 ml par jour et par souris pendant que deux autres 
groupes de 12 et 23 souris recevront respectivement la fraction filtree ou continueront 
de recevoir de l'eau sterile (groupe controle). 

30 , AU 2 1 j ° Ur ' °" effectue ™ Prelevement de selles comme decrit 

precedemment et les souris sont sacrifices pour realiser une etude bacteriologique. 
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Deux types de donnees sont obtenus a partir de F analyse des organes 

des souris sacrifices : 

- la translocation par organe cible, c'est-a-dire revaluation du 
nombre de souris ayant Forgane cible contamine et du pourcentage de la population 
presentant une contamination de Forgane cible. 

- la dissemination bacterienne, c'est-a-dire Fintensite de la 
dissemination bacterienne representee par le nombre d'organes positifs ainsi que le 
nombre de souris et le pourcentage de la population pr6sentant une dissemination 
d'une intensite donn6e. 

Afin de prelever les organes a analyser, F animal est extrait de 
Fisolateur, transfer dans des conditions aseptiques sous une hotte a flux.laminaire, et 
sacrifie par inhalation de chloroforme. 

La peau est decontamin6e avec de Falcool a 70°, puis sur chaque 
souris les organes sont preleves de fa9on aseptique dans Fordre suivant : sang du 
coeur, poumon, foie, rate et rein. Afin d ! en evaluer le poids, une fraction de chaque 
organe est mise en suspension dans 9 ml d'une solution de Ringer (diluee au quart, 
supplementee en chlorhydrate de cysteine (0,3 g/I) et r6generee en eau bouillante 
pendant 15 minutes). Les organes sont ensuite broy6s a Faide d'une pipette Pasteur 
sterile a usage unique « Pastette® » vendue par la society VWR ou « Liquipette® » 
vendue par la society Gosselin. Ensuite, 100 p.1 de la suspension mere et de la dilution 
decimale suivante sont Stales a Faide de billes de verre steriles sur g61ose Columbia 
(vendue par la society Beckton-Dickinson), supplementee en glucose (5 g/1), en 
chlorhydrate de cysteine (0,3 g/1) et en sang de cheval (5 % v/v, vendu par la societe 
Eurobio). Apres une incubation en anaerobiose pendant 7 jours a 37°C, on effectue le 
denombrement de chaque type de colonies puis on determine la morphologie des 
bacteries apres une coloration Gram. 

Les resultats obtenus, relatifs a Fanalyse de la translocation par 
organe cible, sont regroupes dans le Tableau IV suivant : 
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TABLEAU TV 
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11(47,8) , 

a = nombre de souris ayant l'organe cible cont^nine 
b = pourcentage de la population presentant une contamination de 

l'organe cible 

C = comparison des groupes ayant consomme un des produits par 
rapport au groupe controle a 1'aide du test exact de Fisher. 

Le groupe presentant une difference significative est marque d'une 

astensque * 

Les rotate ainsi ob.e„us .uontrent que la rate et le poumon so „, 
mo, nS ftequeuunem contain* dans la ^ ^ fc 

par la fiacion exelue que dan, ,a population conWle de souris ayanSrecu 
de l'eau comme boisson. 

Par ailleurs, ces r6sultats font apparaitre que la fraction filtree est 
sans effet sur la regulation de la translocation bacterienne. 

Les r6sultats obtenus concemant la dissemination bacterienne sont 
regroupes dans le Tableau V suivant : 

TABLF.ATT V 



Intensite de 
dissemination 



Faible (Q-lV 



Moyenne (2) 



Forte (3-4) 



Groupe 
contrdie 

8°(35) c 



Fraction 
filtree 



4(17) 



1 1 (48) 



3(25) 



1 (8,3) 



_8 (66,7) 



Fraction 
exclue 



12 (66,7)* 



5 (27,8) 
1 (5,5)* 



P<0,043 



NS 



P<0,004 



3 - intensite de la dissemination bact6rienne representee (entre 
parentheses) par le nombre d'organes positifs, 

b = nombre de souris presentant une dissemination d'une intensite 

donnee, 
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= pourcentage de la population presentant une dissemination d'une 

intensit6 donn6e, 

d _ . 

- comparison des groupes ayant consomme un des produits par 
rapport au groupe controle a l'aide du test exact de Fisher- Le groupe presentant une 
difference significative est marque d'une asterisque *. 

Le nombre de souris presentant moins d'un organe contamine 
(intensity de dissemination faible) est plus eleve dans la population pour laqueJle l'eau 
de boisson a ete substitute par la fraction exclue, que dans la population controle de 
souris ayant recu de l'eau comme boisson. 

En outre, le nombre de souris presentant au moins trois organes 
contamines (intensite de dissemination forte) est plus faible dans la population pour 
laqueUe l'eau de boisson a ete substitute par la fraction exclue, que dans la population 
controle de souris ayant recu de l'eau comme boisson. 

On constate done que la dissemination des bacteries est moins 
intense chez les souris ayant recu de l'eau de boisson complementee par la fraction 
exclue. Dans ce cas, la regulation de la translocation bacterienne est plus efficace. 

3) Effet de la fraction exclue sur r expression des galecrines let 3 

La mesure de l'expression des galectines-1 et -3 est effectuee sur les 
souris k flore humaine adulte decrites prtcedemment. 

A l'Sge de 12-14 semaines, debut de l'experience, on constitue deux 
groupes de souris, un groupe de souris qui recevra pendant toute la duree de 
l'experience la fraction exclue contenant les metabolites de Bifidobacterium breve 
CNCM 1-22 1 9 a la place de 1 'eau des biberons, a raison de 1 0 ml par jour et par souris 
pendant qu'un autre groupe de souris continuera de recevoir de l'eau (groupe 
controle). 

Aux 7 tac , IS*"* et 21 4me jours, un lot de souris est sacrifie pour 
r6aliser une etude biologique sur l'expression des galectines-1 et -3, evaluee par le 
dosage de l'ARNm codant pour ces galectines par RT-PCR quantitative (Polymerase. 
Chain Reaction). Les organes pr6Ieves sur les souris du groupe controle sacrifiees au 

7 cmc j 5 6me ^ 21 6me j our Qnt ^ ygggg^y^ par organe afin de 0^5^^ un poo] 

servant de contr6Ie pendant toute la duree de l'experience. 
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La modification de .Impression des galectines-1 et -3 dans les 
organes testes consume on indica.eur de 1 'effet des metabolites produits par la souche 
de Bifidobacterium breve CNCM 1-2219 contents dans la fraction exclue. 

Les galecfines-1 et -3 son. dosees dans la rate et les poumons de 
> souns ayant ete sacrifices comme decrit precedemment. 

Poor ce Sure, nne fraction de ponmon (un lobe) et la moine de la 
rate son, prflevees sterflemen, e, darts cc, ordre snr chauue souris. Les fragments son, 
ensutte deposes dans des boi.es de Petri prealablemen, fraitees pendan. 24 henres avec 
one solution sterile d'eau et de DEPC (DiEthy! PyroCarbona.e, vendn par ,a societe 

3 ' d ' Une " d '™ e sterile afin d'en eliminer le sang Les 

organes son. ensuite transfer* dans u„e aufre bofte de Petri contenan, 200 microiitres 
de PBS additions de 50 unites d'inhibitenr de RNase (vendu par la Sociele Applied 
Btosystema) e, sent perftses a nouveau avec ce.«e solution. Les organes son, enfin 
deconpes en Ranches inferienres a 5 mm q ni son, deposees dans on tube Biopur® 
(Eppendorf) con.enan, 0,5 ml d'une solution de stabilisation de PARN, vendue sous U 
reference RNALatertB par la societe Qiagen. Les organes ^ ^ r 
congelateur a -20°C jusqu'a l'analyse. 

a) P^tio" «™ ARN tnt a „v ,w grggggg prfh , . 

L'ARN total est extrait des tissus apres lyse cellulaire selon le 
pn*oco,e d > utiIisation du kit d , extraction RNeasy protect@ ^ squs ^ 

74126 par la soci6,e Qiagen. 

Pour ce faire, la solution de stabilisation est retiree et une bille de 
•ungstene traitee au DEPC ainsi q „e 600 microHfres d'une solution de lyse (tampon 
RLT con.enu dans le kit) son, ajou.es a cheque organe. »s son, ensuite btoyes a Paide 
d un broyeur RETSCH MM2000, puis centirfugc, 4 ,3000 g pendan. 3 minutes a 4=C 

p*T7 "ZT *" p,aoe dans un * be de '- 5 mI ' 6 °° 

d emanol a 70 % puis homogeneise. Une partie de ce„e solution (70O micro.ities) es, 
ensuxe deposee sur una Conne de fixation q ui penne, dWcher les ARN, pour 
etie centime a 8000 g pendan, . minute » 4°C Apres avoir vide le ti.be coHeclr 
700 mtcrohties d'un .ampon de ,avage (tampon RW, con.enu dans le Mt ) son, ajou.es 
sur la colonne qui sera centrifegee 4 8000 g pendant 1 minute a 4°C Le tube 
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collecteur est a nouveau vide et 500 microlitres d'un second tampon de lavage 
contenant de l'ethanol a 70 % (tampon RPE contenu dans le kit) est ajoute sur la 
colonne pour Stre centrifugee a 8000 g pendant 1 minute a 4°C. Cette demiere etape 
est renouvelee mais en effectuant une centrifugation a 13 000 g pendant 2 minutes a 
4°C. Enfin, 30 microlitres d'un tampon d'elution permettant de d6crocher les ARN de 
la colonne (tampon RNase free contenu dans le kit) sont ajoutes sur la colonne. 
L'eluat est alors centrifuge a 8 000 g pendant 1 minute a 4°C apres avoir et6 incube a 
temperature ambiante pendant 5 minutes. L'etape d'elution est a nouveau effectuee et 
les 6chantillons ainsi obtenus sont congel6s rapidement a -80°C. 

Une quantite equivalente a une unite de DNase, vendue par la 
societe Boehringer, est ajoutee a chaque echantillon qui est ensuite incube au bain- 
marie a 37°C pendant 1 5 minutes. 

Afrn d'evaluer la quantite d'ARN total des echantillons, ceux-ci sont 
dilues au l/S*™ dans de 1'eau sterile qui est placee dans une microcuve permettant la 
lecture de I'absorbance a 260 nm sur un spectrophotometre UV de reference 
Genquant, vendu par la societe Pharmacia. Pour obtenir la concentration en ARN total 
des echantillons, la valeur de la densite optique (DO) ainsi obtenue est multipliee par 
le facteur de dilution et par 40 (une unite de DO = 40 microgramme/ml d'ARN). 

b ) RT-PCR q uantitative utilisant la methodologie Tag Man® 

La RT-PCR quantitative est realisee a l'aide du kit qPCR™ Core Kit 
vendu par la societe Eurogentec dans un thermocycleur de reference Abi Prism 7700 
(Sequence Detection System, Applied Biosystems) vendu par la societe Perkin Elmer. 
Le melange reactionnel resume dans le tableau VI suivant est realise : 



Reactifs 


Volume en ul/tube 


Concentration 
finale 


Tampon PCR (10 x) * 


5 


1 X 


MgCl 2 (50 mM) * 


5 


5mM 


dNTP (2,5 mM) * 


6 


300 uM 


Amorce sens (10 pM) 


1 


200 uM 


Amorce anti-sens (10 pM) 


1 


200 nM 


Sonde (lOpM) 1 


. 1 




Inhibiteur de RNase (40 unites) 


0,5 


20 unites 


Polymerase Hot Gold Star (5 unites) 


0,25 


1,25 unites 


MuLV (5 unites) 


0,25 


12,5 unites 


ARN totaux 


10 


100 ng/tube 


Eaupure 


qsp 50 ul 




* produit fourni dans le kit 


qPCR™ Core Kit 





Le melange reactionnel est soomis an programme smvant.- 10 
rmrrotea a 65°C poor eliminer les structures secondaires des ARN, 30 minutes 4 42-C 
pour activer la transcriptase inverse, 10 minutes » 95'C pour activer la polymerase 15 
secondes a 95»C pour denaturer les brins d'ADN et 1 minute a 61°C pour 
1 Vbridanon e, legation a partir des amorces. Quarante cycles son, effectues pour 
les deux dernidres etapes. 

L'expression des galectines-1 et -3 est evaluee par rapport a 
1 expresston d'un gene de reference, te. q ue celui codan. pour la p-actine don, 
1 expression est constante. 

Les sondes et les amorces utilises et choisies grace au logiciel 
Pnmer Express® vendu par la societe Perkin Elmer sont les suivantes : 
Galectine-1 ; 

Sens : 5'-TCA ATC ATG GCC TGT GOT CTG-3' (SEQ ID n° 4) 

Anti-sens : 5>-AAG CTC TTG GCG TCC GAG G-3' (SEQ ID n° 5) 

Sonde : 5'-TCG CCA GCA ACC TGA ATC AAC CTG-3' (SEQ ID n° 6) 
Galectine-T • ( 

Sens : 5>-AAT GGC AGA CAG CTT TTC G-3' (SEQ ID n° 7) 
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Anti-sens : 5'-GAT CAT GGC GTG GTT AGC-3' (SEQ ID n° 8) 
Sonde : 5'-TTC CAC TTT AAC CCC CGC TTC AAT GAG AAC-3' 
(SEQ ID n° 9) 
p-actine : 

5 Sens : 5'-TGG CGC TTT TGA CTC AGG ATT-3' (SEQ ID n° 10) 

Anti-sens : 5'-GGG ATG TTT GCT CCA ACC AAC-3' (SEQ ID n° 1 1) 
Sonde : 5'-GCC GTC GCC TTC ACC GTT CCA GTT TTT-3' (SEQ ID 
n° 12) 

Afin de valider chaque microplaque soumise aux cycles de PCR, un 
10 calibreur est prepare a partir d'organes d'un lot de 6 souris C3H a flore humaine 
soumises a un r6gime alimentaire standard (eau sterile et grannies R03) sur lesquelles 
les poumons et la rate ont ete preleves. Les ARN totaux de chaque organe ont ete 
extraits a l'aide du protocole prec6demment decrit pour les organes des lots de souris a 
tester. Les differents extraits ainsi obtenus sont ensuite rassembles pour chaque organe 
1 5 afin de constituer un pool servant de calibreur pendant toute la duree de 1 'analyse. 

Lors de 1' analyse, les prelevements a tester sont deposes en duplicate 
et la gamme etalon r6alisee a partir de l'echantillon calibreur est d6posee en triple. 
Une moyenne est alors realisee a partir de chaque prelevement et pour l'echantillon 
calibreur. 

20 Les resultats de l'expression relative de la galectine-1 par rapport a 

la p-actine sont regroupes dans le Tableau VII suivant : 

TABLEAU VII 





Alimentation 


Organe 


Controle 


Fraction exclue 






15 j 


21i 


Rate 


n=17 a 


n = 6 


n = 6 


n = 3 


2,78 b (l,6-3,47) c 


1,15(0,72-1,36) 
U=0 p<0,002 
test bilateral 


4,5 (3,76-6,92) 
U=7 p<0,002 
test bilateral 


12,51 (9,68-13,74) 
U=0 p<0,002 
test bilateral 


Poumon 


n=l6 


n = 6 


n = 4 


n = 6 


1,145 (0,69-1,93) 


0,8 (0,56-1,08) 
U=17,5 p<0,05 
test bilateral 


1,72(1,67-1,88) 
U=5 p<0,02 
! test bilateral 


1,465(0,86-1,77) 
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Les resultats de ^expression relative de la galectine-3 par rapport a 
la p-actine sont regroupes dans le Tableau Vin suivant : 

TABLEATT VTTT 




Dans les tableaux VII et VIII 

- a = nombre de souris par lot ; 

- b = mediane de 1 'expression relative de galectine ; 

- c = resultats extremes d'expression relative de galectine ; 

d M ™, " ^ Val6Ur d6SiSa6C ^ ^ l6ttre ° 681 k V3leUr Statisti ^ *» test U 
de Mann- Whitney ; 

- p indique le semi de significative de la methode. 

CeS rfaultaK """"ratf 1»'»ne augmentation de Impression de la 
M.I es, observee dans ,a ra «e des serfs pour lesquel.es Pea* de boisson a « 
ubstititee par ,a fraction exclue. Impression de ,a gaieotine-, (induction de 
apoptose cellulate, en particulier de lymphocytes T activ6s) ^ ^ 
conges est deux fois plus elevee par rapport 4 celle de Pactine, ee qUi semble etre en 
^.on avec ,a contamination bacterid de Porgane Oppression de ,a galectine-l 
estsrgnmcativement inferieure en absence de bacteries dans la rate- U = ls p<0 05 
e. elle augnrente en fonction du taux de contamination bacterienne .orsqu'i, y I 
aclenes - correlation r = 0,77, p<0,05, test de Speanuan). L-expression d e .a 
galectme-1 se nomtalise apres 7 jours de prise de ,a fraction exclue, puis augmen.e 
ul,e_, d'un facteur 4 a ,0 respectivemen, a ,5 e, 2 , jl ^ 
(mdependanunen, de la confutation bacterienne requeue de Porgane). Dana les 
poumons, 1 .expression relative de la galectine-, es, notmale cbez ,es sis coJm e Z 
a dntnnuuon faible mais significative apres 7 jours de prise de la fraction 
su,v,e dune augmentation (transitoiremen, significative » 15- jours de prise) puis 
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d'une normalisation de V Expression de la galectine-1 apres 21 jours de prise de la 
fraction exclue. 

Ces resultats montrent egalement qu'une baisse de P expression de la 
galectine-3 est observee dans les poumons des souris pour lesquelles 1'eau de boisson 
a 6t6 substitute par la fraction exclue. 

L'ensemble de ces resultats demontre que la fraction exclue (produit 
immunoxnodulateur obtenu selon le procede conforme a rinvention) a un effet 
immunomodulateur et permet d'augmenter la population de Bifidobacterium et de 
diminuer la population en Bacteroides jragilis. 
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REVENDICATIONS 

L Produit immunomodulateur caracterise par le fait qu'il est obtenu 
selon un proc&te de preparation comprenant les etapes suivantes : 

- Pensemencement et l'incubation, en conditions aerobies ou 
anaerobies et a une temperature comprise entre 30 et 40 °C environ, de 
Bifidobacterium comprenant au moins la souche Bifidobacterium breve 1-2219 dans 
un substrat aqueux pr&entant un pH compris entre 6 et 8 environ, et comprenant au 
moins les ingredients suivants : 

i) du permeat de lactoserum, 

ii) un hydrolysat de prolines de lactoserum, 

iii) du lactose 

- r61imination des Bifidobacterium du substrat aqueux ; 

- I'ultrafiltration du substrat aqueux sur des membranes de filtration 
ayant un seuil de coupure compris entre 100 et 300 kDa pour obtenir un retentat 
concentre ; 

- la deshydratation du retentat concentr6 ; 

- la mise en solution du retentat deshydrat6 dans un tampon ; 

- la chromatographic d'exclusion sur gel sur colonne presentant un 
seuil d'exclusion de 600 kDa de la solution du retentat ; 

- la recuperation de la fraction exclue a Tissue de la 
chromatographic qui constitue le produit immunomodulateur. 

2. Produit immunomodulateur selon la revendication 1, caracterise 
par le fait que les Bifidobacterium sont ensemences dans le substrat aqueux k raison de 
1 . 1 0 4 a 4. 1 0 9 unites formant colonies par ml de substrat. 

3. Produit immunomodulateur selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise par le fait que la temperature du substrat est maintenue une valeur 
comprise entre 37 et 40°C pendant toute la duree de l'incubation. 

4. Produit immunomodulateur selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise par le fait que le pH du substrat aqueux est maintenu 
k une valeur comprise entre 6 et 8 pendant toute la periode d'incubation. 
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5. Produit immunomodulateur selon la revendication 4, caracterise 
par le fait que le pH du substrat aqueux est maintenu a une valeur comprise entre 6,5 
et 7,5 pendant toute la periode d'incubation. 

6. Produit immunomodulateur selon Tune quelconque des 
5 revendications precedentes, caract6ris6 par le fait que les ingredients du substrat 

aqueux sont presents dans les quantites suivantes : 

i) permeat de lactoserum : de 3 a 80 g, 

ii) hydrolysat de prot6ines de lactos6rum : de 2 a 80 g, 

iii) lactose : de 5 a 50 g 

I o ces quantity etant donnees par litre dudit substrat aqueux. 

7. Produit immunomodulateur selon la revendication 6, caracterise 
par le fait que les ingredients du substrat aqueux sont presents dans les quantites 
suivantes : 

i) permdat de lactoserum : de 40 a 60 g, 
15 ii) hydrolysat de proteines de lactoserum : de 5 a 1 5 g, 

iii) lactose : de 10 a 30 g 

ces quantites 6tant donnees par litre dudit substrat aqueux. 

8. Produit immunomodulateur selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracteris6 par le fait que le substrat aqueux comprend en 

20 outre au moins un ingredient additionnel choisi parmi les sels tampon, les extraits de 
levure et le chlorhydrate de cysteine. 

9. Produit immunomodulateur selon la revendication 8, caracterise 
par le fait que le substrat aqueux comprend un sel tampon choisi parmi le 
dihydrogenophosphate de sodium et le dihydrogenophosphate de potassium qui 

25 represente de 0,5 a 5 g par litre de substrat aqueux. 

10. Produit immunomodulateur selon la revendication 8, caract6rise 
par le fait Textrait de levure represente de 0,5 a 5 g par litre de substrat aqueux. 

1 1 . Produit immunomodulateur selon la revendication 8, caracteris6 
par le fait que le chlorhydrate de cysteine represente de 100 a 500 mg par litre de 

30 substrat aqueux. 

12. Produit immunomodulateur selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise par le fait que relimination des 
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Bifidobacterium du milieu de culture ~a~i- - 

ae culture est realisee par microfiltration ou par 

centrifugation du substrat aqueux. 

13. Produit immunomodulateur selon la revendication 12, caracterise 
par !e fait que Peltainarion des Bi fid o bacterium du mmea de ^ ^ ^ 

5 centrifugation du substrat aqueux. 

14. Produit immunomodulateur selon l'une quelconque des 
revocations praceden.es, caracterise par le fai, que .e proeede eomporte e„ cute 
aprts .'tope donation des Bifulo^eHum, une e.ape supplement de 
deacon des acrivites endues rtsiduel.es contenues da™ .e subsfra. aqueux 

10 apres incubation. 

15. Produit immunomodulateur selon Pw quelconque des 
revendicadona preeeden.es, caracterise par ,e fai. que .a cbroroatogrophie d'exeiusion 
est realisee sur un gel de dextome et d'agarose reticule. 

16. Produit immunomodulateur selon Pune quelconque dea 
revendic^ions preee4en.es, caracdrise par ,e fai, que ,a fraction exe,„e es. 
essen.eHe.en. consdtuee d'un complexe de polysaccharides e, de proteines dans 
leque! la faction gjucidique represente de 5 4 30 % en poids> ^ 
represent, de 70 a 95 % en poids par rapp„ rt au p0lds totaJ ^ 

1 7. Produit immunomodulateur selon la revendication 16, earaetense 
par le fai. que la fraction ghacidique de la fraction exclue preseu.e ,a composition en 
monosaccharides suivarue (exprimee en rapped molaires par rapport au ^ 

oil os n 5,5 V ■ ™ e : 0,8 4 1,3 : 8lucose : 2,3 4 5 : »~** •**-»*» 

0,3 1 ; N-aee,yI glucosamine : 0,07 a 0,3 • aeide neuraminique 0 a 0, 15 e« rhamnose 

.8. Produit immunomodulaieur selon la revendicaUon 1 6, caracterise 
par le & , que ,a fraction pro.ei,ue comprend au moms un peptide repondan. a au 
moms 1 une des sequences suivantes : 

- RELGIGTPSFLHNGGQWYIYA (SEQ ID n°l) 

- RVLYNPGQYXYVR (SEQ ID n°2) 

- EQATANGQVSSGQQSTGGSAAP (SEQ ID n°3) 
19. Produit imxnunomodulateur selon l'une quelconque des 

revendications pr6cedentes, a titre de medicament. 
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20. Produit immunomodulateur selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, a titre de medicament immunomodulateur. 

21. Composition pharmaceutique caracterisde par le fait qu'elle 
renferme, a titre de principe actif, au moins un produit immunomodulateur obtenu 
selon le procede tel que defini a l*une quelconque des revendications 1 a 18, et au 
moins un support pharmaceutiquement acceptable. 

22. Composition pharmaceutique selon la revendication 21, 
caracterisee par le fait qu'elle est destinee a I'administration par voie orale et qu'elle se 
pr6sente sous forme liquide ou solide. 

23. Composition alimentaire caracteris6e par le fait qu'elle renferme, 
a titre d'ingredient, au moins un produit immunomodulateur obtenu selon le procede 
tel que defini a l'une quelconque des revendications 1 a 18. 

24. Composition alimentaire selon la revendication 23, caracterisee 
par le fait qu'elle se presente sous la forme d'une preparation lactee ou non, fermentee 
ou non, d'origine animale ou vegetale, y compris de formules infantiles, pour adultes 
ou pour seniors. 

25. Composition alimentaire selon la revendication 24, caracterisee 
par le fait qu'elle se presente sous la forme de lait liquide ou en poudre, de produits 
frais, de cereales, de biscuits (fourrage), de petits pots, de desserts, de produits 
hospitaliers, de produits dietetiques ou de complements nutritionnels. 
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 
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F191 cas 189 seq. ST25.txt 
SEQUENCE LISTING 

<110> COMPAGNIE GERVAIS DANONE 

<120> PRODUIT IMMUNOSTIMULANT OBTENU A PARTIR D'UNE CULTURE DE BIFIDOBACTERIUM 
ET COMPOSITIONS LE CONTENANT 

<130> F191 cas 189 FR 

<160> 12 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 21 

<212> PRT 

<213> Bifidobacterium breve 

<400> 1 

Arg Glu Leu Gly He Gly Thr Pro Ser Phe Leu His Asn Gly Gly Gin 
1 5 10 15 

Trp Tyr He Tyr Ala 
20 

<210> 2 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Bifidobacterium breve 
<220> 

<221> MI SC_ FEATURE 

<222> CIO) . . CIO) 

<223> acide amine quelconque 

<400> 2 

Arg val Leu Tyr Asn Pro Gly Gin Tyr Xaa Tyr val Arg 

Page 1 



1 5 

<210> 3 

<211> 22 

<212> PRT 

<213> Bifidobacterium breve 



F191 cas 189 seq. ST25.txt 
10 



<220> 

<221> MISCFEATURE 

<222> C2)..(2) 

<223> acide amine quelconque 

<400> 3 

Glu Gin Ala Thr Ala Asn Gly Gin Val Ser Ser Gly Gin Gin Ser Thr 

10 15 

Gly Gly ser Ala Ala Pro 
20 

<210> 4 
<211> 21 
<212> dna 

<213> sequence artificielle - amorce 
<400> 4 

tcaatcatgg cctgtggtct g 

<210> 5 
<211> 19 
<212> dna 

<213> sequence artificielle - amorce 
<400> 5 

aagctcttgg cgtccgagg 

<210> 6 
<211> 24 

<212> DNA ' 
<213> Sequence artificielle - sonde 

Page 2 



F191 cas 189 seq. ST25.txt 



<400> 6 

tcgccagcaa cctgaatcaa cctg 

<210> 7 
<211> 19 
<212> DMA 

<213> Sequence artificielle - amorce 
<400> 7 

aatggcagac agcttttcg 

<210> 8 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> sequence artificielle - amorce 
<400> 8 

gatcatggcg tggttagc 

<210> 9 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Sequence artificielle - sonde 
<400> 9 

ttccacttta acccccgctt caatgagaac 

<210> 10 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Sequence artificielle - amorce 
<400> 10 

tggcgctttt gactcaggat t 

<210> 11 
<211> 21 
<212> DNA 

page 3 
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F191 cas 189 seq. ST25.txt 
<213> Sequence artificielle - amorce 

<400> 11 

gggatgtttg ctccaaccaa c 21 

<210> 12 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Sequence artificielle - sonde 



<400> 12 

gccgtcgcct tcaccgttcc agttttt 27 
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BREVET D' INVENTION 

CERTIFICAT D'UTILITlt 

Code de (a propriety mtellectuelte - Uvre VI 



i 



N° 11235'03 



DtPARTEMENT DES BREVETS 

26 bis, rue de Saint Pgtersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone : 33 (1) 53 04 53 04 T&ecopie : 33 (1) 42 94 86 54 



DESIGNATION D'INVENTEUR(S) Page N° 3. ./3. . [J^ 



(A foumir dans le cas ou !es demandeurs et 
les inventeurs ne sont pas fes memes personnes) 



Vos references pour ce dossier (facultatij) 


SGimF191/189FR v /-> 


N° D'ENREGISTREMENT NATIONAL 





PRODUIT IMMUNOMODULATEUR OBTENU A PARTIR D'UNE CULTURE DE BIFIDOBACTERIUM ET 
COMPOSITIONS LE CONTENANT. 



LE(S) DEMANOEUR(S) : 

COMPAGNIE GERVAIS DANONE 
126/130, rue JuJes Guesde 
92302 LEVALLOIS PERRET 



DESIGNE(NT) EN TANT QU'INVENTEUR(S) : 



g^Nom 


SINGER 


Prenoms 


Elisabeth 


Adresse 


Rue 


7 ter, Boulevard Louis XIV 


Code postal et ville 


15 ,9 ,8,0 iOI Lille ~ f 


Societe d'apparte nance (facultatij) 




H Norn 


obou " ' 


Prenoms 


Marie-Frangoise 1 


Adresse 


Rue 


65, rue Henri Baiilieu 


Code postal et ville 


15 i9 12 \1 10 1 Godeswaersvelde 


Societe d'appartenance (facultatij) 




O Nom 


DEMAILLY-MULUE ^ 


Prenoms 




Catherine 


Adresse 


Rue 


28, route nationale 


Code postal et ville 


|6|2|4,5,0|LeSars 


Societe d appartenance (facultatij) 




S'rf y a plus de trois inventeurs, utilisez plusieurs fbrmulaires. Indiquez en haut a droite le N° de la page suivi du nombre de pages | 


DATE ET SIGNATURE(S) 

BH-(DCO) DCft]AMDCUn<Sfr- Paris, le 16 avril 2003 
WDU MANDATAIRE 
(Nom et qualite du signataire) 

GOULARD Sophie ^^T^? § ^ / 
N°02-0503 <^\J^ 



La ioi n°78-17 du 6 janvler 1978 relative a I'informatique, aux fichiers et aux libertes s'applique aux rtponses feites a ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de PINPI. 



This Page is inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



BEST AVAILABLE IMAGES 



Defective images within this document are accurate representations of the 
original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 



□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 
Q^BLURED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 
^ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLORED OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 
□' GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 
□ / REPERENCE(S) OR EXHIBITS) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning documents will not correct images 
problems checked, please do not report the 
problems to the IFW Image Problem Mailbox 



